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1. INTRODUCAO

O liquido amniético no inicio da gestacéo € produzido a partir de secrecdes
do epitélio amnidtico e da urina fetal. Posteriormente, com o desenvolvimento da
gestacdo, o esfincter vesical impede a liberagdo da urina fetal para a cavidade
amnibtica e a saliva e as secrecbes nasais fetais passam a fazer parte da
composi¢do do liquido amniético (BAETZ et al., 1976). As fungdes vitais para o
desenvolvimento e a manutencédo da vida fetal como a oxigenacao, nutricdo e a
remocdo das excretas nitrogenadas sdo realizadas pela circulacdo placentéria
(GUINTER, 1998; PRESTES, 2006). Neste contexto, o liquido amniotico
desempenha papel fundamental na gestacdo como no parto das éguas (ZANELLA et
al., 2013).

As proteinas de fase aguda sdo cada vez mais utilizadas no diagndstico e
prognostico nas doencas dos animais domésticos (CANISSO et al.,, 2014). Em
resposta a infeccdo ou injaria, essas proteinas sdo rapidamente liberadas na
corrente sanguinea e suas concentracfes sdo diretamente relacionadas com a
severidade da condicédo inflamatéria do animal (CRISMAN, 2008).

A avaliacdo do liqguido amniético no momento do parto € um método pouco
invasivo e agil capaz de demonstrar processos de comprometimento da placenta e
feto. Poucos sédo os estudos clinicos desenvolvidos em liquido amniético de equino e
nao ha relatos na literatura da realizacao de proteinograma em fluidos fetais. Desta
forma, o objetivo deste estudo é identificar proteinas da fase aguda no liquido
amniético de éguas no momento do parto.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado em um criatorio de cavalos da Raca Puro Sangue

Inglés, localizado no municipio de Bagé, sul do Brasil, latitude 31°34'48.54” e

longitude 54°11°06.38”. As éguas eram mantidas durante o verdo em campo nativo

e durante o inverno a consorciacdo de azevém (Lolium multiflorum), trevo branco

(Trifolium repens) e cornichdo (Lotus corniculatus) como pastagem cultivada. A

suplementacao era realizada atraves de racédo balanceada com garantia de 12% de
proteina e 27,5% Mcal de energia digerivel. A agua estava disponivel ad libitum.

Foram utilizadas trinta e seis éguas gestantes, saudaveis, entre 5 e 21 anos

de idade, apresentando o mesmo padrdao de escore corporal. As éguas foram

divididas em dois grupos de acordo com MADILL (2002): o grupo 1 (n= 18), éguas
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jovens, com idades entre cinco e oito anos (6,72 + 0,26) e o grupo 2 (n= 18), éguas
com idade superior a nove anos(13,9 + 0,81).

Apés o rompimento da bolsa alantoideana e exposicdo da membrana
amnidtica, as éguaseram conduzidas as cocheiras maternidade para que todos 0s
partos fossem assistidos. Todos os partos foram eutdécicos com o nascimento de
potros viaveis.

As placentas foram inspecionadas e pesadas imediatamente apds a
expulsdo. O peso médio das placentas foi de 6,7 + 0,2 Kg. Para avaliacdo
macroscopica, as placentas foram dispostas em formato de “F”, conforme descrito
por SCHLAFER (2004). Todas as éguas utilizadas neste estudo apresentaram
padrao histopatolégicas das placentas sem alteracdo, de acordo com a avaliacao
descrita por LINS et al. (2012).

A coleta do liquido amnidtico foi realizada através de puncao direta da
vesicula amnidtica, com seringa de 20mL e agulha (40x12 mm) estéril (método de
amniocentese), assim que exposta a bolsa amniotica na primeira fase do parto. O
material foi imediatamente transferido para tubos falcon® de 15 mL e estocado em
freezer sob temperatura de - 20°C para posterior avaliacéo.

O proteinograma do liquido amniético foi obtido pela técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS - PAGE),
noLaboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria -
FCAV - UNESP, Jaboticabal, conforme método descrito por Laemmli (1970) e as
recomendagdes de FAGLIARI; SILVA (2002).

Os pesos moleculares e as concentracbes das proteinas foram
determinados mediante leitura em densitdmetro computarizado (Densitometer
CS9301- PC - Shimadzu, Tokyo-Japan). Para a identificacdo das proteinas no gel,
foi utilizada solugdo marcadora (Sigma Marker, Wide Range — Saint Louis, USA)
com diversos pesos moleculares, variando de 20.000 a 200.000 daltons.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistix8.0®
(Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). Os valores das proteinas de fase aguda
foram expressos em meédia + erro padrdo. As comparacdes entre as médias das
proteinas de fase aguda entre os grupos foram realizadas pelo teste Two Sample T
Test. Foi realizado para todas as variaveis respostas o teste de correlacdo de
Pearson. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar os indices de éguas
gue apresentaram proteinas inflamatoérias entre os grupos de idade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observada correlagdo entre as proteinas inflamatérias identificadas no
liguido amnidtico.

No tragado densitométrico foram detectadas no liquido amnidtico vinte e duas
proteinas com pesos moleculares variando 19,439 a 272,284 daltons (Da). Destas,
dez proteinas foram consideradas para o estudo, por serem imunoglobulinas e
proteinas de fase aguda. Assim nas 36 éguas utilizadas para essa analise,
destacaram-se com respectiva percentagem no fluido amniético a albumina (n=36;
100%), transferrina (n=35; 97,22%), 1gG cadeia leve (n=33; 91,7%), IgG cadeia
pesada (n=30; 83,33%), IgA (n=30; 83,3%), haptoglobina (n=22; 61,11%),
ceruloplasmina (n=21; 58,3%), a; . antitripsina (n=13; 36,11%), a1 - glicoproteina
acida (n=7; 20%) e 23 kDa (n=2; 5,6%). As concentracbes destas dez proteinas,
apresentadas pela média, juntamente com seus respectivos erros padrdes, valores
minimos e maximos dos pesos moleculares, encontram-se na Tabela 1.



Em estudos realizados por CANISSO et al. (2014) e COUTINHO et al. (2013),
0s autores demonstraram um aumento nos niveis séricos das proteinas inflamatérias
haptoglobina e Amildide A sérica, em éguas com alteracBes inflamatdrias na
placenta. No liquido amniético de equinos, ndo ha relato da avaliacdo de proteinas
de fase aguda. A albumina demonstrou estar presente em todas (100%) as amostras
(177,01+30,58 mg/dL). A proteina identificada com peso molecular de 23 kDa
(7,50+3,35 mg/dL) apresentou o menor percentual e foi identificada em apenas
duas amostras (5,6%).

Tabela 1. Média, Erro Padrdo das Concentragfes, Valores Minimo e Maximo do
Peso Molecular das proteinas identificadas no liquido amniético no momento do
parto (N=36).

Proteinas de Fase Aguda Ly Valores
(mg/dL) N MédiatS.E Minimo-Maximo (Da)

Albumina 36 177,01+30,58 63,74 — 69,76
Transferrina 35 37,98+9,47 80,53 — 89,32
IgG Cadeia Leve 33 148,99+39,90 23,80 — 40,60
IgG Cadeia Pesada 30 10,43+2,63 23,88 - 61,72
IgA 30 1,10+0,51 151,54 — 194,12
Haptoglobina 22 17,47+12,88 40,70 — 56,97
Ceruloplasmina 21 0,39+0,10 93,40 — 120,40
a; _Antitripsina 13 15,21+9,10 59,41 - 64,30
a; — glicoproteina &cida 7 0,24+0,08 33,86 — 41,40
23 kDa 2 7,50+3,35 23,30 — 23,42

Na comparacdo entre os grupos de idade, ndo foi observada diferenca na
porcentagem de éguas em que foram identificadas as proteinas inflamatoérias. Na
avaliacdo da concentracdo das proteinas entre os grupos, somente a transferrina
apresentou diferenca (p=0,01), sendo detectadas médias superiores no grupo de
éguas jovens (47,8 + 14,2) em relacdo as éguas mais velhas (10,3 + 3,7).

A transferrina, proteina de fase aguda negativa, apresentou um valor
significativamente inferior no grupo de éguas mais velhas. Apresentando um padrao
similar ao descrito sobre as concentracdes de albumina, em vacas multiparas, o que
pode representar um marcador de processos inflamatdrios associados a processos
reprodutivos no pos-parto (KRAUSE et al., 2013).

4, CONCLUSOES

Foi possivel identificar proteinas inflamatoérias no liquido amniético de éguas
saudaveis no momento do parto. Somente a transferrina apresentou-se diferente
entre os grupos de idade, com concentracdées menores no grupo de éguas mais
velhas.
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